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Spanish summary
SPANISH SUMMARY

En el Capitulo 1, se introduce el concepto de osteoartritis (OA) en relacién con el dafio
y la reparacion del cartilago. El cartilago articular es un tejido blando muy importante
en nuestro cuerpo que mantiene las articulaciones lubricadas para asegurar una
superficie lisa, lo cual facilita la transmisiéon de cargas mecanicas proporcionando el
menor coeficiente de friccién posible. A diferencia de la mayoria de los tipos de tejidos,
este carece de vasos sanguineos y linfaticos y tiene una poblacién celular baja, que
comprende principalmente condrocitos. En consecuencia, la recuperacion del cartilago
enddgeno es lenta y estd limitada por un transporte local débil de nutrientes. Debido al
rapido aumento de la osteoartritis en la poblacién mundial en los tltimos afios, ha sido
de gran interés para los cientificos, 1a busqueda de la mejor manera de aliviar sintomas
como el dolor y la inflamacién mediante tratamientos paliativos como anestésicos
especificos y antiinflamatorios. Se han disefiado y probado varios sistemas de
ingenieria de tejidos para la reparacion del cartilago durante las ultimas dos décadas,
lo que ha llevado al desarrollo de muchos injertos prometedores. Sin embargo, nadie ha
logrado idear un sistema 6ptimo para restaurar el cartilago articular dafado.

En el Capitulo 2 de este documento, revisamos el estado del arte de la técnica de
ingenieria de tejidos para la reparacion del cartilago articular. Primero, describimos la
estructura y funcién molecular, celular e histolégica del cartilago endégeno,
enfocindonos en condrocitos, coldgenos, matriz extracelular y proteoglicanos. Luego
exploramos el cultivo celular in vitro en andamios, discutiendo las dificultades
involucradas en mantener u obtener un fenotipo condrocitico. A continuacién,
discutimos los diversos compuestos y disefios utilizados para estos andamios, incluidos
biomateriales naturales y sintéticos y arquitecturas porosas, fibrosas y multicapa.
Luego informamos sobre las propiedades mecanicas de diferentes andamios cargados
de células y el éxito de los mismos después de la implantacién in vivo en animales
pequefios, en términos de generar tejido que estructural y funcionalmente se asemeja
al nativo. Por ultimo, destacamos las tendencias futuras en este campo. Concluimos que
a pesar de los importantes avances técnicos realizados en los ultimos 15 afios y de la
mejora continua de los resultados en los experimentos de reparacién del cartilago en
animales, el desarrollo de implantes clinicamente utiles para la regeneracion del
cartilago articular sigue siendo un desafio.

Por esa razon, el objetivo general de esta tesis doctoral es disefiar y desarrollar un
novedoso andamio poroso de tres capas, similar en composiciéon quimica y estructura
al cartilago articular, para ser injertado en la rodilla, y de esta forma reemplazar y
restaurar el tejido dafiado por osteoartritis que se encuentra préximo al hueso
subcondral.

Dicho biomaterial tricapas estd compuesto por los polimeros naturales quitosana y
colageno, y una de sus capas incluye hidroxiapatita, un componente bioactivo que
facilita la integracidn del tejido en crecimiento en el hueso local en la zona de implante.
Su composicién en gradiente y estructura imitan las variaciones del cartilago articular
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natural. Se evalué la morfologia de la superficie del andamio; rendimiento reoldgico
(mddulos de almacenamiento, pérdida, complejo y de relajaciéon de tiempo a 1 kHz);
estabilidad fisiolégica; actividad in vitro y citotoxicidad con la linea celular C28 de
condrocitos; y rendimiento in vivo (crecimiento tisular y biodegradabilidad), en un
modelo murino de osteoartritis. Se demostré que la estructura tridimensional era
mecanicamente resistente y no citotdxica, favorecié el crecimiento de tejido in vivo y
permanecio estable durante 35 dias después del implante en ratones (Capitulo 3).

Debido a la gran importancia en las propiedades mecénicas de este tipo de materiales
por su utilidad en una zona del organismo de altas cargas ciclicas (la rodilla), se
prepararony caracterizaron andamios poliméricos de tres capas (6sea, capa intermedia
y superior) y se evaluaron y compararon sus propiedades reoldgicas. Los materiales se
reticularon fisica o quimicamente con el fin de obtener andamios adecuados para dicha
aplicacidn, se analizd el impacto del tipo de fosfato calcico utilizado en la capa 6sea, €l
polimero utilizado en la capa intermedia y el proceso de reticulacion entre capas. Se
examind la correlacién entre micrografias SEM, caracterizaciéon fisico-quimica,
comportamiento de hinchamiento, medidas reolégicas y estudios celulares. Los
modulos de almacenamiento a 1 Hz fueron de 0,3 a 1,7 kPa para los andamios
fisicamente reticulados y de 4 a 5 kPa (sistema EDC / NHS) y 15 a 20 kPa
(glutaraldehido) para los andamios quimicamente reticulados. La viscoelasticidad
intrinseca y la poroelasticidad se consideraron al discutir el mecanismo fisico que
domina en diferentes escalas de tiempo / frecuencia. La evaluacién celular mostré que
todas las muestras estan disponibles como alternativas para reparar y / o sustituir el
cartilago en la osteoartritis articular (Capitulo 4).

Se conoce que casi todas las enfermedades del cartilago, como la osteoartritis (OA),
provocan la inflamacién de los propios tejidos. Sin embargo, pueden controlarse con
biomateriales que actian como un sistema de administracién de fArmacos, capaz de
dosificar la entrega del principio activo a lo largo del tiempo en un area especifica. Por
este motivo, se incorpor6 Etanercept (ETA) a los andamios basados en quitosana y
colageno previamente estudiados en el Capitulo 2, para disminuir el proceso
inflamatorio en este tejido blando. ETA es un bloqueador de citocinas proinflamatorias
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6). También se
reticul6 uno de los biomateriales obtenidos para comparar sus propiedades mecanicas
con el que no fue entrecruzado. Se estudiaron las propiedades fisicoquimicas del
material mediante SEM, micro-CT y fotoacusticas y también se compararon sus
propiedades reolégicas. Se realizé el estudio in vitro de la viabilidad celular y la
proliferacién de la linea celular de condrocitos humanos C28. Se evalu6 la liberacién
controlada in vitro e in vivo en ambas muestras. El efecto antiinflamatorio de ETA
también se estudié mediante la produccion in vitro de TNF-a e IL-6. Los biomateriales
reticulados y no tratados mostraron propiedades reoldégicas adecuadas para esta
aplicacién. Son no citotéxicos y favorecieron el crecimiento in vitro de condrocitos. La
liberacién de ETA in vitro e in vivo mostr6 excelentes resultados como sistema de
administracion de farmacos. El ensayo de producciéon de TNF-a e IL-6 demostré que
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este farmaco es eficaz como antiinflamatorio. Para los experimentos ex vivo, el tejido
del cartilago OA mejoré cuando se injert6 el armazdn que contiene Etanercept en el area
dafiada. Estos alentadores resultados resaltan el potencial de este andamio poroso para
aplicaciones clinicas en la ingenieria de tejidos de cartilago (Capitulo 5).
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